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Lippsom mit einem Gehalt an einer aktiven Substanz 
und Verfahren zu dessen Herstellung 



Patentanspruche 

1. Liposom mit einer Wandiaembran auf Phospholipidbasis , das 
mindestens eine physiologisch aktive Substanz in Liposom- 
blaschen eingeschlossen enthalt, dadurch gekennzeichnet, 
dafl die Wandmembran eine Struktur aufweist, in der Mole- 
ktile aus mindestens einer Sligen Substanz innerhalb einer 
bimolekularen Schicht aus Phospholipid in einer Menge 
von 3 bis 20 Gew-%, bezogen auf Phospholipid, vorliegen. 

2. Liposom nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Phospholipid aus lecithin besteht- 
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3. Liposom nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB 
die Slige Substanz Oder das Gemlsch aus mindestens zwei 
iiligen Substanzen aus Mineraloleh, Wachsen und/oder Tri- 
glyceriden besteht. 

4. Liposom nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Wandinembran Rohlecithin r das mindestens 3 Gew*% 
mindestens einer 61igen Subs tan z enthalt, aufweiat. 

5. fcubereitung zur Herstelluhg von Liposomen nach den An~ 
spriichen 1 bis 4, gekennzeichnet durch einen Gehalt ^n 
Phospholipid, mindestens einer qligen Substanz und 
mindestens einer physiologisch aktiven Substanz. 

6. Zubereltung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Glige Substanz oder das Gemisch aus mindestens 
zwei ttligen Substanzen aus Mineraldlen, Wachsen und/oder 
Triglyceriden besteht, 

7- Verfahren zur Herstellung von Liposomeri mit einer 

Wandinembran auf Phospholipidbasis, bei dem in bekannter 
Weise mindestens eine physiologisch aktive Substanz 
im LiposomblS.schen eingeschlossen wird, dadurch gekenn- 
zeichnet r daB man ein Phospholipid einsetzt, mit dem 
MolekUle aus mindestens einer dligen Oder Fettsubstanz ■•• 
vermiecht oder an das derartige MolekGle gebunden 
sind r und den Gehalt an oTiger oder Pettsubstanz so 
steuert, daB in der gebildeten Wandinembran 3 bis-' 2-0 
Gew*% derselben vorliegen. 
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Beschreibung 

Die Erf indung betriff t den in den Patentanspriichen angegebenen 
Gegenstand , wobei es sich bei den In den Liposomen eingeschlosse 
nen aktiven Substanzen insbesondere um physiologisch aktive Sub- 
stanzen handelt. 

Bei der direkten Applikation einer physiologisch aktiven Sub- 
stanz, z,B. eines Arzneimittels in eineh lebenden Korper treten 
bisher oftmals verschiedene Probleme auf , z.B. immunologische 
Probleme durch Bildung des Antikdrpers gegen das Arzneimittel • 
innerhalb des behandelten Korpers, ausgepragte Nebenwirkungen 
des Arzneimittels, die yon einer Aufnahrae des Arzneimittels 
durch andere Gewebe als diejenigen, die das Arzneimittel er- 
reichen soil, herriihren, oder umgekehrt Probleme r die dadurch 
verursacht werden, daB das Arzneimittel das angestrebte Gewebe 
nicht zu passieren vermag, und schlieBlich auch Probleme auf- 
grund der Unfahigkeit des Arzneimittels, seine Aktivitat bei- 
zubehalten, da es durch Enzyme innerhalb des lebenden Korpers 
abgebaut, inaktivi^rt und anderweitig beeintrachtigt wird» 

Es 1st jedoch ersichtlich, daB die aufgezeigten Probleme los- 
bar sind durch Verabreichung der physiologisch aktiven Sub- 
stanz, z-B- eines Arzneimittels, auf einem TrSLger, der befahigt 
ist, die aktive Substanz direkt in das angestrebte Gewebe 
innerhalb des lebenden Korpers zu fiber ftihren und die aktive 
Substanz dabei schutzt- 

Unter Berucksichtigung dieses Gesichtspunkts wird in der japa- 
nischen Patentverof f entlichung 118826/74 (DE-OS 22 49 552) 
ein Liposom vorgeschlagen , das ein Blaschen, also einen Innen- 
hohlraum, mit einer geschlossenen lamellaren Struktur (Micelle) 
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aufwelst, die aus mindestens einer bimolekularen Schicht 
besteht, welche aus einer Verbindung der allgemeinen Formel 
X-Y gebildet ist, worin bedeuten X eine polare und hydrophlle 
Gruppe, z.B. Phosphat, Carboxyl r Amino \ Hydroxy 1 Oder \ Cholin, 
und Y eine nicht-polare und hydrophobe Gruppe, z.B. Alkyl, 
Alkenyl oder Alkinyl, vobei es slch Z..B. urn ein gereinigtes 
phospholipid wie Lecithin, Phosphatidyiathanolamin, Phosphatidyl 
serin und dergleichen handelt, als Material ziir Bildung der 
Membran der angegebenen Schicht, und wobei eine physiologisqhe 
aktive Substanz, gelGst in einer wassrigen Losung, . innerhalb 
des Blaschens des Liposoms vorliegt* Da die das Itiposom bildende 
Wandmembran die aktive Substanz in der wSssrigen L5sung innerr- 
ha.lb des BIS sc hens selbst unter harten Bedingungen, . z.B. solchen 
wie sie im Gastrbintestinaltrakt herrscheii, schiitzt, wird die 
Aktivitat der aktiven Substanz nicht nachtellig beeinfluBt, 
selbst wenn das IiipOsom oral verabreicht wird. Da sich auBerdem 
die Permeabilitat des Liposoms ftir ein - Gewebe des lebenden 
KBrpers je nach desseri PartikelgfoBe (Durchmesser) a'ridert, be- 
steht die MQglichkeit, die Permeability t des- Liposoms in das 
Gewebe durch Steuerung des Durchmesser s des Liposoms ' zu erhoheh. 

Das angegebenen Liposom f and daher Beachtung als ia5gliches Mittel 
zur selektiven ZufQhrung einer in dem Liposom eh thaltenen 
physioiogisch aktiven Substanz in ein bestimmtes Gewebe eines 
lebenden K&rpers. 

Die das angegebene Liposom bildende -Wandmembiran, die aus reinem 
Phospholipid besteht, hat jedoch den Nachteil* daB sie nicht . 
geschmeidig genug 1st und eine unzureichende mechanis.che 
Festigkeit besitzt. Hinzu kommt,* daB die in dem Bl^schen .. 
enthaltene physioiogisch aktive Substanz mi t zu -hoher 
Ausf luBgeschwindigkeit nach auBeh angegeben wird, so daB sich 
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das Liposom auch nicht als v611ig zuf riedenstellend erweist 
In Bezug auf die geforderte Eigenschaft, die physiologisch 
aktive Subsfcanz in den lebenden Korper langsara f reizusetzen ,. 
wobei es sich urn die gogenannte Freisetzungsverz5gerungseigen- 
schaft handelt. Ein besonderer Nachteil des angegebenen Liposoms 
ist auch der, daB die Ausf lufigeschwindigkeit der aktiven Sub- 
stanz stark erh5ht wird bei einer Temperatur oberhalb der 
Ubergangstemperatur der Wandmembran , welche das Liposom bildet. 

Zur Verbesserung der Festigkeit der Wandmembran des angegebenen 
Liposoms ist ein Verfahren bekannt, bei dem ein Steroidlipid , • 
z.B. Cholesterin, mit dem Phospholipid vermischt wird, um das 
zur Bildung der Membranschicht des Liposoms dienende Material 
herzustellen. Obwohl die Festigkeit der das Liposom bildenden 
Wandmembran dadurch etvas verbessert wird, erfolgt kaura eine 
Verbesserung der sogenannten FreisetzungverzSgerungseigenschaf t. 

Ein grttndliches Studium der bekannten Verfahren zur Bildung 
eines Liposoms mit einer festen Wandmembran und einer vor- 
teilhaften FreisetzungverzSgerungseigenschaf t der physiologisch 
aktiven Substanz in den lebenden KQrper ftthrte zu der Erkenntnis, 
daB die Wandmembran eines Liposoms, welches mit Hilfe eines 
Phospholipids, das Molektile einer 611gen Substanz enthalt, 
z.B. mit Hilfe von "Rohlecithin" , gebildet 1st, eine hohere 
Geschmeidigkeit und Biegsamkeit aufweist und weitaus vorteil- 
hafter ist in Bezug auf Freisetzungverzbgerungseigenschaf t der 
physiologisch aktiven Substanz in den lebenden KQrper im Ver- 
gleich mit einer Wandmembran eines tiblichen bekannten Liposoms, 
das unter Verwendung von gereinigtem Phospholipid gebildet ist. 
Uberraschenderweise besitzt somit ein erf indungsgemaB herge- 
stelltes Liposom, das unter Verwendung eines Phospholipids 
gebildet 1st, welches Molektile einer Bligen Substanz enth&lt, 
alle wiinschenswerten speziellen Eigenschaf ten . 
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Erf indungsgemHB wird sontit ein eine physiologisch aktive 
Sub stan z enthaltendes Irlposom geschaffen* dessen Wandmembran 
fest genug 1st und das dariiberhinaus eine besonders vorteil- 
haf te Eigenschaf t in Bezug auf langsaraes- Freisetzen der 
aktiven Sub s tan z in den lebenden KSrper besitzt. 

Die Erfindung wird durch die beigeftigte Zeichnung nliher veran- 
schaulicht, in der darstellen: 

Figur 1 eine schematische Wiedergabe des erfindungsgein£Ben 

I/iposoms, • 

Figur 2 die AbhSLngigkeit zwischen der Menge an Molektllen von. 

61iger Substanz, die in dem Meiubranmaterial enthalten 
ist, das zur Bildung des erf indungsgemafien Liposoms 
dient, welches im iAppsombiaschen Glukose in wSssriger 
Losung enthalt, und dem Prozentgehalt an innerhalb des 
Blaschens enthaltender Glukose zur Gesamtmenge an 
Glukose, welche zur Bildung des rait Glukose beladenen 
Liposoms verwendet wurde (kurz Einschlufirate genannt) • 

Figur 3 einen Vergleich der PermeabilitSt der Glukose aus dem 
erf indungsgemafien Liposom und einero gemaB Vergleichs- 4 
beispiel hergestellten Liposom, 

Figur 4 einen vergleich der Dauer der hypo glyk amis chen. Wirkung 
von Insulin Ira lebenden KSrpeir, das mit Hilfe eines 
erfindungsgeiuaBen Liposoms, welches Insulin einge™ 
schlossen enthalt, b.zw, mit Hilfe eines Iriposoms gem&B 
. Vergleichsbeispiel, welches ebenfalls Insulia einge- 
schlossen enthS.lt, appliziert wurde, 

Flguren 5 bis 8 die graphische Auswertung yon Ergebnissen, welche 
.die la ng same Freisetzung (Freisetzungverz5ger*ungseigen— 
schaft) einer In erf indungsgemaBen I#iposomen einge- 
schlossenen aktiven Substanz zeigen, wobei wiederge— 
geben ist. 
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in Figur 5 die Xnderung der Menge an Radioisotop ira Blut mit 

der Zeit ab subcutaner injektion eines Liposoms, das 
unter Verwendung dieser Substanz, die jedoch radioaktiv 
markiert wurde, als aktive Substanz gewonnen ist, 

in Figur 6 die Xnderung der Menge an Radioisotop im Urin mit: 
der Zeit ab subcutaner Injektion wie in Figur 5, 

in Figur 7 die im Verlauf e der Zeit erfolgende Anderung der 
Restmenge an Radioisotop an der Stelle, wo die 
freie radioaktiv markierte aktive Substanz direkt 
subcutan injiziert wurde, und 

in Figur 8 die im Verlaufe der Zeit erfolgende Xnderung der 

Restmenge an Radioisotop an der Stelle, wo das Lipo- 
som, welches im LiposomblSLschen die radioaktiv mar- 
kierte aktive Substanz eingeschlossen enthM.lt, sub- 
cutan injiziert wurde. 

Das erf indungswesentliche Merkmal ist darin zu sehen, daB bei 
der Bildung eines Liposoms, das eine aktive Substanz im I^iposom- 
blaschen eingeschlossen enthalt, die von eiher micellaren Mem- 
branschicht umgeben ist, als Material zur Bildung der aus einer 
micellaren Membranschicht bestehenden wandmembran des Iiiposoms 
ein Phospholipid verwendet wird, in dem Molektile aus einer Fett- 
substanz oder 51igen Substanz vorliegen . 1 ttr das eine aktive Sub- 
stanz enthaltende und unter Verwendung des angegebenen Materials 
erf indungsgemaB hergestellte Liposom ist dessen in emulgiertem 
Zustand vorliegender Komplex vora W/O/W-Typ cbarakteristisch 
(vergleiche Figur 1) und dessen ausgezeichnete Freisetzungver- 
z5gerungseigenschaf t, auf grund deren die im LiposomblSschen 
eingeschlossene aktive Substanz langsam nach auflen abgegeben 
wird beim Einbringen des tiposoms in einen lebenden Korper. 

In Figur 1 bedeutet X eine hydrophile Gruppe, Y eine hydrophobe 
Gruppe, P ein Blaschen oder ein Innenhohlraum mit einem Gehalt 
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. an einer wSssrlgen Losung, A Molektile von Fettsubstanz und 
Q eine auBerhalb des Liposome befindliche wSLssrige Losung * 

Das zur Herstellung des erf indungsgemaj&en Lipsoms verweiidete 
Material enthalt ein Phospholipid, mit dem Molekttle von Fett- 
substanz vermischt oder an das derartige Molekiile gebunden sind 
Der Typ des erf indungsgemaii verwendeten Phospholipids 1st nicht 
sonderlich beschrankt, wenn es sich urn ein soLches handelt r das 
als Material zur Bildurig einer Membranschicht von ublichen be- 
kannten Liposomen eingesetzt wurde^und geeignete Verbindungen . 
sind z»B. Lecithin, PhosphatidylSLthanolamin , Lysolecithin r 
Lysophosphatidyiathanolamin, Phosphatidylserin, Phosphatidyl- 
Inosit, Sphingomyelin und Cardiolipin fur sich- allein oder im 
Gemisch miteinander, wobei gegebenenf alls auch elne Sterinver- 
bindung wie Cholesterin enthalten sein kann* 

Bei der im erf indungsgema5 verwendbaren Phospholipid vorlie— 
genden Fettsubstanz handelt es sich urn Triglycerid, Wachs oder 
Mineralbl oder um Gemische derselben, z,B. urn pflanzliches 
(51 vie Sojabohnenol, Baumwollsameriol und "Sesamol oder auch um. 
MineralSle, die aus Kohle oder Erdol gewonnen sind. 

Als besonders vorteilhaft erweist sich. die Verwendung vqii rohem 
Lecithin fiir sich allein oder die Verwendung feinea Gemisches 
aus rohem Lecithin und einer andeiren Qligen Substanz des ange- 
gebenen Typs . 

Mit "Rohlecithin" wird hier und im folgenden eine Fraktion 
bezeichnet, die mit Chloroform oder einem Gemisch aus Chloro- 
form und Methanol im Verh&ltnis von 100:* bis 3:2 eluiert 
wird, wenn eine an Phospholipid reiche Komponente einer Sub- 
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stanz wie Eigelb oder SojabohnenOl durch Saulenchromatographie 
unter Verwendung von Aluminiumoxid als SSulenf iillungsmaterial 
fraktioniert wird, wobei die erhaltene Fraktion aus 97 bis 
80 Gew.% reinem Lecithin und 3 bis 20 Gew.% tfliger Substanz, z.B. 
Triglycerid oder Carotinoid besteht. 

Wird zur Herstellung des erf indungsgemSBen Liposoms das ange- 
gebene Rohlecithin als Material fur die Membranschicht verwen- 
det, so wird der Gehalt an Oliger Substanz im Rohlecithin so 
gesteuert, dafl er in der gebildeten Wandmembran 3 bis 20 Gew.%, 
vorzugsweise 5 bis 15 Gew.% tragt. Dabei muB daftfr gesorgt 
werden, daB der Gehalt an Fettsubstanz in der gebildeten Wand- 
membran 20 Gew.% nicht ubersteigt, da andernfalls die Wand- 
membran verschlechtert und eine verminderte Ausbeute an Liposom 
erzielt wird, 1st andererseits der Gehalt an Fettsubstanz geringer 
als 3 Gew.%, so kann die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe 
nicht gelGst werden. 

Zur Herstellung des erf indungsgemaBen Liposoms kdnnen dera zur 
Bildung der Membranschicht dienenden Material als dritte Kompo- 
nente Sterine beigemischt werden, z.B- Cholesterin und Ergo- 
sterin, sowie eine Substanz, die zur Xnderung des elektrisch ge- 
ladenen Zustands auf der Oberflache des Liposoms bef&higt 1st, 
z.B. Phosphatids&ure, Dicetylphosphat oder Gangliosid von 
Rinderhirn zur Erzielung einer negativen Ladung, oder Stearyl- 
amin zur Erzielung einer positiven Ladung. Die Menge an zuzu- 
setzender dritter Komponente 1st je nach Eigenschaft des ver- 
wendeten Phospholipids leicht bestlnunbar und als geeignet er- 
weisen sich in der Kegel 0 bis 10 Gew.%, bezogen auf das fur 
die Bildung der Membranschicht verwendete Material. 

Zur Herstellung des erf indungsgemaBen Liposoms unter Verwendung 
eines Gemisches aus Phospholipid und 51iger Substanz als Material 
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zur Bildung der Membranschicht sind ubliche bekanrite Methoden 
zur IiiposomherBtellung geeignet. So. ist z.B. ein Verfahren ver- 
wendbar, bei dera aus dera angegebenen Material ein dGnner Film 
gebildet wird und nach dem Inkontaktbringen der auf diese Weise 
erzeugten Membran rait einer kontinuierlichen Phase, welche elne 
aktive Substanz zur Bildung einer Dispersion durch Rtihren ent- 
h&lt, das dispergierte System einer Ultraschallbebandlung unter^ 
worfen wird; Oder ein Verfahren, bei dem nach dem Vermischeh einer 
I*5sung des angegebenen, zur Bildung der Membranschicbt dienenden 
Materials in einem :L6sungsmittel, das in Wasser unloslich ist, 
mit einer wassrigen Losung, welche die angegebene (wasserltisliche) 
aktive Substanz enthciit, das erhaltene Gemisch einer Dltraschall 4 - 
bebandlung unterworf en wird zur Bildung einer Liposom-Vorlauf er- 
verbindung, worauf die die Vorlauferverbindung enthaltende Ii5sung 
einer Ultra zentr if ugenbehandlung bei. gleichzeitiger Anwesenheit 
eines wassrigen Mediums unterworf en wird* oder ein Verfahren, bei 
dem nach dem tfberziehen der Oberflache von Glaskorperchen und 
dergleichen mit dem angegebenen, zur Bildung der Membranschicht 
dienenden Material die iiberzogenen Korperchen mit einer die aktive 
Substanz en thaltenden wassrigen LSsung verraischt warden zum 
Eindispergieren der iiberzogenen Korperchen in die Losung, . 

Die Menge an zur Herstellung des Iiiposoms filr die Bildung der 
Membranschicht verwendetera Material betragt T bis 500 mg/ml 
der Flussigkeit, in welcher das Liposqm suspendiert ist. 

Nach den angegebenen Verfahren wird die '.Membranschicht des . 
erhaltenen Iiiposoms aufgrund einer Wechselwirkung zwischen 
der hydirophoben Gruppe des phospholipids, welches, im Material 
filr die Membranschicht, die das Liposom bildet, vorliegt, 
und den Molekttlen der Sligen Substanz^ die in dera Material 
filr die Membranschicht ebenfalls vorliegeri., gebildet. Der. . 
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morphologische Zustand des erf indungsgemSBen Liposoms unter- 
scheidet sich somit ganz wesentlich vom Zustand eines ttblichen 
bekannten Liposoms, das eine Micelle aus gereinigtem Phospholipid 
aufweist. 

Ferner verdient hervorgehoben zu werden, daB die Slige Sub- 
stanz, die einen Bestandteil der Wandmembran des erf indungsge- 
maBen Liposoms bei dessen Herstellung aus dem zur Bildung der 
Membranschicht dienenden Material darstellt, eine Verbesserung 
der Liposom-Ausbeute und nach der Bildung des Liposoms eine 
leichte Abtrennung desselben bedingt sowie zu zahlreichen 

weiteren Vorteilen ftthrt, z.B. zu einer Gleichf Brmigkeit der 
PartikelgroBe der Liposomen und zu einer Verbesserung von deren 
Biegsamkeit und Schmiegsamkeit , zu einer Festigkeit der Wand- 
membran des Liposoms und zu einer langsamen Freisetzung der 
im LiposomblSschen eingeschlossenen aktiven Substanz . bei der 
Applizierung in einen lebenden Korper. 

Bei der aktiven Substanz, insbesondere der physiologisch aktiven 
Substanz, die zur Herstellung des erf indungsgemaBen Liposoms 
Verwendung f indet, handelt es sich z.B. urn ein Arzneimittel, dessen 
nachteilige Nebenwirkungen vermindert und/oder dessen WirXungs- 
dauer im lebenden Organismus verbessert ist v Typische erfindungs- 
gem&B verwendbare aktive Substanzen sind z.B. Peptidhorraone 
wie Insulin, Oxytocin, Vasopressin, adrenocorticotropes Hormon 
(ACTH) , luteinisierendes Hormon-f reisetzendes Hormon (LH-RH) , 
Carcitonin, Somatostatin, Steroidhormone wie Progesteron r 
Follikelhormon, Adrenocortinhormon und andere Hormone, wie 
Prostaglandin, Adenosin-3 f , 5 • -cyclisch-monophosphat , Anti- 
tumor mi ttel wie Chlorambutyl, Streptozocin, Methothorexat, 5- 
Fluorouracil, Sitosin-arabinosit , Mitomycin C, Breomycin, Poly- 
saccharidderivate, Antibiotika wie Penicillin, Cepharospolin, 
Streptomycin, enzymatische Zubereitungen wie Aminoglukosidase , 
Invertase und dergleichen. 
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Das erf indungsgemaBe Liposom umfaBt Partikel v6n 0,01 bis 
10 Mikron durchschnittlichem Durchmesser nit engem Verteilungs- 
bereich des Partikeldurchmessers, wobei Partikel mit 0 r 5 bis 
5 Mikron durchschnittlichem Durchmesser leicht unter Erzielung 
eines gleichf ormigen Durchmesser s erhalten werden kCnnen- Die 
erf indungsgem&flen Liposorapartikel zeichnen sioh durch eine aus- 
gezeichnete Biegsamkeit und Geschmeidigkeit aus und sle kSnnen 
durch eine Zentrifugenbehandlung bei niedriger Geschwindlgkeit 
von etwa 2000 bis etwa 4000 r-p.m. konzentriert werden. AuBerdem. 
erfolgt eine erneute Dispergierung nach der Konzentration durch 
einf aches kurzzeitiges Schxitteln, ohne daB eine Ultraschallbe^ 
handlung erforderlich ist, urn den ursprlinglichen Zustand wieder 
herzustellen. 

Das erf indungsgemSBe Liposom zeichnet sich aufgrund der ange- 
gebenen speziellen Eigenschaf ten ferner dadurch aus, : daB es 
die in seinera LiposomblSschen eingeschlossene aktive. Substanz, 
im Gegensatz zum bekannten Liposom vom Typ einer aus reinem 
Phospholipid bestehenden Micelle, in aktivem Zustand zu erhalten 
vermag, wobei als weiterer Vorteil seine Fahigkeit hinzukommt* 
die in ihm eingeschlossene aktive Substanz langsara frelzusetzen. 
Das erf indungsgemaBe Liposora ist daher besonders als Schutz- 
substanz ftir ein in stabiles Arzneiiuittel im lebenden K5rper 
geeignet, und gleicherraaflen ftir ein Arzneimittel, das bei 
einer unvermeidbar langdauernden Verabreichung oder hohen Do- 
sierung Nebenwirkungen hervorruft. Aus den angegebenen Grtlnden 
ist es moglich, das erf indungsgemM.Be Liposom als* Medizin zu 
verwenden. 

Wird z.B. das erf indungsgemaBe Liposora als Xnsulininjektion 
angewandt, so bewirkt eine intramuskulSre Verabreichung des 
erf indungsgemaflen Liposoms einmal wahrend zwei bis sieben Tagen 
bei einer Dosierung von 0,2 bis 20 mg, berechnet als Insulin* 
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an ein.en Erwachsenen den gleichen Effekt wie die direkte 
intramuskulSre Verabreichung von freiem Insulin dreimal 
tSglich in einer Einzeldosis von etwa 0,03 bis 4,0 mg 
(ein Drittel von 0,1 bis 4,0 mg) - 

Wird das erf indungsgemaBe Liposom als Medizin eingesetzt, 
so ist dessen Verabreichung in verschiedener Weise mOglich, 
z.B. percutan, subcutan, intramuskular, intraperitoneal, 
intravenos, intrarectal und topisch, wobei die subcutane 
oder topische Verabreichung bevorzugt wird. Die Menge an 
verabreichtem Produkt hangt natiirlich vom Verf ahren und der 
Art der Verabreichung, dem Typ der aktiven Substanz und 
der Dauer der Behandlung ab, doch ist diese Menge in der 
Regel d,1 bis 1 mal so groB wie die Menge an aktiyer Substanz, 
die pro Tag direkt verabreicht wird, wobei ferner der Inter- 
val 1 zwischen den einzelhen Tagen verlSngert werden kann. 

Das erf indungsgemaBe Liposom kann auch als injektion verab- 
reicht werden nach Dispersion des Liposoms in einer wassrigen 
physiologischen Kochsalzlosung . Insbesondere dann, wenn das 
erf indungsgemaBe Liposom eine peptidische physiologisch aktive 
Substanz, z.B- ein Peptidhormon , enthcllt, wird eine besonders 
vorteilhafte Wirkung bei subcutaner oder intramuskulSxer Injektion 
erhalten. Da peptidische physiologisch aktive Substanzen im 
lebenden K5rper in der Regel rasch abgebaut werden, erweist 
sich eine haufige Verabreichung (Injektion) zur Aufrechter- 
haltung der Wirkung der Substanz als erf orderlich, was nicht 
nur zu einer schwereren Belastung des Patienten, sondern auch 
zu starken Konzentrationsschwankungen der aktiven Substanz 
im Blut fiihrt. Aufgrund dieser Gegebenenheiten wird die Wirkung 
der Verabreichung der aktiven Substanz vennindert und Neben- 
wirkungen der aktiven Substanz sind die Folge. 



0300AG/08B0 



- 14 - 



3016976 



Es ist daher von Vorteil, dafl, wie In dea unten auf gefllhrteh 
Beispielen gezeigt wird, das erf indungsgemaBe Liposom elne 
hervorragend langsame Freisetzung der in ihro eingeschlossenen 
aktiven Substanz. bewirkt bei subcutaner Oder intramuskulSrer 
Injektion, so daB die Zahl der Verabreichungen wesentlich 
vermindert werden kann unter Auf rechterhaltung einer gleicb- 
forraigen Konzentration der peptidischen physiologisch aktiven 
Substanz im Blut, was zur Folge hat, dafl die Wirkung der 
aktiven Substanz voll zur Gteltung koirant und deren Nebenwir- 
kungen unterdriickt werden • 

Tests zur Bestimmung der aktiven Toxizit&t des zur Hers te Hung 
des erf indungsgemEBen Liposdms verwehdefcen Materials unter 
Verwendung von Batten bei subcutaner und intravenSser Injektioh 
zeigten solange keine toxischen Befunde an den behandelten 
Ratten, bis die angewandte Dosierurig 1000 mg/kg des betref f enden 
Materials erreicht hatfee, woraus sicb ergibt, daB da& erfindungs 
geraafie Liposom als Medizin vdm Standpunkt der Wandmembran des 
Liposoms sicher anzuwenden ist. 

Die folgenden Beispiele sollen die Erf indung. nSher erl&utern* 
Bel spiel 1 

Elne Losung mit einera Gehalt an TOO mg handelstiblichein rohem 
Eigelb-Lecitbin (Handelsprodukt der Merck Company) , 11,6 mg 
Cholesterin und 2,7 mg- stearylamin in 10 ml Chloroform .vurde 
in einen 25 ml-Rundkolben eingebracht, der sich auf einem 
Rotationsverdampf er befand, und durcb Abdestilliereix der 
ChloroformlQsung uiiter Rotation des Verdampfers bei einer 
Temperatur von 38 °C unter vermindertem Druck wurde auf' der 
Innenwand des Kolbens ein Film gebildet- Danach wurde 1 ml 
einer 1 Gew.%igen wassrigen 1x5 sung von Adenosin-3 T ,5 ' -cycli^ch- 
monophosphat (im folgenden als C-AMP abgekurzt) in den Kolben 
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eingebracht und durch Schutteln des Kolbens wShrend 30 min 
lttste sich der Film von der Innenwand des Kolbens ab und 
der Film wurde in der L6sung dispergiert. Durch Behandlung 
der Dispersion mit einer Ultraschall-Behandlungsapparatur 
(Handelsprodukt der Nippon Seiki Company, Modell NS 200-2) 
wahrend 20 min wurde eine Suspension-Dispersion von Partikeln 
mit 1 bis 2 Mikron durschnittlichem Partikeldurchmesser er- 
halten. Als nachste Verf ahrensstuf e wurde eine wassrige 
physiologische Kochsalzlosung , die das 6-fache Volumen der 
angegebenen Suspension-Dispersion hatte, zu dieser Suspension-" 
Dispersion zugegeben und das Gemisch wurde dreimal einer Zen- 
trifugentrennung bei 3000 r.p.nw jeweils 10 min lang unter- 
worfen, urn das gebildete Liposom 1 - 1 vollstandig abzutrennen 
von der restlichen LOsung von C-AMP, die vom Liposom nicht 
aufgenommen worden war* 

Zu Vergleichszwecken wurden vier Arten von Liposomen herge- 
stellt unter Verwendung der in der unten angegebenen Tabelle 1 
aufgefiihrten Materialien als Vergleicnsbeispiele 1-2, 1-3, 
1-4 und 1-5 nach der gleichen Verf ahrensweise wie gemaB 
1 - 1 . 

Die Einschluflrate an C-AMP, d.h. die in Gewichtsprozent an- 
gegebene Menge an C-AMP, die ira LlposomblSschen vorliegt, 
zur angewandten Menge an C-AMP, sowie das AusmaB der Frei- 
setzung von C-AMP aus dem Liposom, nachdem dieses 24 h lang 
bei einer Temperatur von 37 °C gehalten wurde, d,h. der rest- 
liche Prozentgehalt an Liposom, sind in Tabelle 1 aufgefUhrt. 

Wie die Ergebnisse der Tabelle 1 zeigen, wird bei Verwendung 
von Rohlecithin als Material fiir die Membranschicht ein er- 
findungsgemafles Liposom mit verbesserter Einschluflrate 
und verbesserter Restmenge im Liposomblaschen im Vergleich 
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zu den en t spree henden Werten von LIpo somen, die unter Verwen 
dung tiblichen bekannten Materials fur die Membranschicht ge- 
wonnen sind, erhalten- 
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Die Zusammensetzung des handelstiblichen Rohlecithins (Han- 
delsprodukt der Merck Co.) und des handelstiblichen gereinigten 
Lecithins (Handelsprodukt der Sigma Co.) war wie folgt (An- 
gaben in Gewichtsprozent) : - 

Produkt phospholipid Cholesterln Olsubstanz 

Bohlecithin 93 r 8 1,1 5 r 1 

gereinigtes IiDcdthin 99,5 0,3 0*2 

Beispiel 2 

Es wurden Liposomen hergestellt nach dem in Beispiel 1 be- 
schriebenen Verfahren, jedoch mit der Ausnahme, daB anstelle 
der wassrigen C-AMP~Losung 1 ml einer 20 Gewv%igen wassrigen 
. Glukoselosung sowie die in der folgenden Tabelle 2 aufgefuhrten 
Materialien fur die Merabranschicht verwendet wurden. 

Die Beziehung zwischen der Menge an Baumwollsamen5l .als Kom- 
ponente der zur Bildung der Membranschicht dienenden Materialien 
and der An s ammiungs - oder Einschluflrate an Gluko.se in den I»i— 
posomen ist in.Figur 2 graphisch dargestellt. 

Der in Prozent ausgedruckte Restgehalt an Glukose im Liposom, 
bezogen auf den Anf angsgehait der Glukose im Itiposom, nachdem 
dieses 24 h lang bei einer Temperatur von 37°C gehalten wurde, 
ist in Figur 3 graphisch dargestellt, wobel diese Bestimnrungen 
des Glukosegehalts an deii ' Liposomproben 2-7', 2.-8 und 2-9 
durchgef Uhrt wurdenV 

Aus diesen Figuren ist die tlberlegenhelt des erf indungs gema Ben 
Liposoms tiber ubliche bekannte Liposome klar ersichtlich. 
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Tabelle 2 

Zusammensetzung der Materialien fttr die 
Membran schich ten 



Produkt 


Bezelch- 
nung 


Membranmaterlal 


Grundmafcerial 
(mg) 


JaunwollsaheiVT 
)1 (ng) 


erf IndungsgemaB 


2.-1 
2-2 


(+) 

Rohlecithin * •• 

n 


100 


0 l 

. ' 1 

5 




2-3 


n 




10 




2-4 


a 




15 




2^5 


It 




20 


gemaB Vergleichs~ 
beispiel 


2-6 
2-7 


n * 

(+) 

gereinigtes lecithin 


100 


40 
0 


erf indungsgeiftaB 


2-8 
2 - 9 


n 
n 




5 

10 , 




2 -10 






15 




2 -11 


n 




20 


gemaB vergleichs- 
beispiel 


2 -12 


n 


40 



(+) Handel sprodukt 
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Beisplel 3 

Unter Verwendung der in der unten angegebenen Tabelle 3 
aufgefuhrten Materialien ftir die Merabranschicht wurden unter 
Verwendung des in Beispiel 1 beschriebenen Verfahrens Filme 
auf der Innenwand eines Rundkolbens gebildet. Nach Zugabe 
von 1 ml einer wassrlgen Zitronensaure-Puf f erlOsung, die 
pro 10 ml Losung (pH 2,3) 10 mg Insulin enthielt, zu dem 
Kolben wurde eine Suspension-Dispersion von Liposom-Partikeln 
mit 1 bis 2 Mikron Durchmesser nach dem in Beispiel 1 be- 
schriebenen Verfahren hergestellt. Nachdem die Suspension- 
Dispersion bei Raumtemperatur 24 h lang stehen gelassen wurde, 
wurde sie mit 6 ml einer wSssrigen physiologischen Kochsalz- 
losung und dem doppelten Voluiuen eines 6:.1 Gemisches aus einer 
physiologischen Kochsalzl5sung und einer w&ssrigen Zitronen- 
sSure-Puf ferlOsung versetzt und einer Zentxifugertbehandlung 
zur Liposomengewinnung unterworfen. 
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Nach Zugabe einer was s rig en Zitronensaure-Puf f erlosung zu 
dem auf diese Weise hergestellten Liposom unter Einstellung 
der Insulinkonzentration des Gemisches auf 40 IO/ml (IU = 
Internationale Standardeinheit) wurde mit dem Geraisch der 
folgende Versuch durchgef tlhrt. 

Zur Bestimmung der wirkungsdauer von Insulin-Liposom im 
lebenden K6rper wurden vier Gruppen voa weiblichen SD-Ratten, 
in denen diirch Verabreichung von Streptozocin kiinstlich Diabe 
tes hervorger.uf en wo r den war, subcutan mit dem wie angegeben 
hergestellten Liposora injiziert und deren Blutziicker wurde 
vor und nach' der Injektion des Liposqms bestimmt, Figur 4 
zeigt den Verlauf der" Blutzuckerwerte mit der Zeit r wobei 
auf der Ordinate der Prozentgehalt der Glukosekonzentration 
im Blut nach der Injektion zur Konzentratipn der im Blut be- 
findlichen Glukose vor der Injektion, und auf der Abszisse . 
die Tage nach der Injektion auf getragen. sind, 

Wie aus Figur 4 ersichtlich, ist die Wirkung des insulins 
im KOrper der Ratte (in anderen Worten, der Befunct, dafl ver- 
ralnderte Glukosewerte uber einen langen Zeitraum aufrecht— 
erhalten wurden) auf grund der Verabreichung des erf indungsge- 
maBen Liposoms, zu des sen Herstellung Rohlecithin r das von 
Haus aus olige Substanz enthSlt, diente, weit tiberlegen dem 
ents&rechenden Wert, der aus der Verabreichung- von ub-licheni * 
bekanntem Liposom resultiert, zu des sen Herstellung gereinig- 
tes Lecithin, das die Qlige Substanz nlcht enthait, verwen- 
det wurde. 

Beispiel 4 

Dieses Beispiel zeigt den Obejrgang der im Liposojnbiaschen 
eingeschlossenen ajttiven Substanz nach der yerabreichung 
in den lebenden Korper. Es wurden die fqlgenden Versuche 
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durchgefUhrt unter Verwendung eines Liposoms, das Tritium- 
markiertes luteinisierendes Hormon-f reisetzendes Hormon 
(LH-RH) ale aktive Substanz enthielt. Das Liposom wurde wie 
folgt hergestellt. 

Herstellung des Llposoms 

Nach dem gleichen Verfahren, wie es in Absatz 1 des Beispiels 
1 beschrieben 1st, wurde ein aus rohem Eigelb-Lecifhin, Cholesterin 
und Stearylamin bestehender Film auf der Innenwand eines Run d- 
kolbens hergestellt. In den Kolben wurde 1 ml einer wassrigen - 
physiologischen KochsalzlSsung, welche Tritium-raarkiertes 
LH-RH (ira folgeriden und in den Figuren 5 bis 8 als * H— IjH-RH 
abgekiirzt) (250 n_Cl/7,3 ng, hergestellt yon der New England 
Nuclear Company) ^Tit einer Rate von 1 ug/ml eingebracht und 
nach dem Ablosen und Dispergieren des Films von der Innenwand 
des Kolbens. durch 30 min langes Schtttteln des Kolbens wurde 
die auf diese Weise gebildete Dispersion in einer Ultraschall- 
behandlungsapparatur (vergleiche Beispiel 1) 15 min lang be- 
handelt zur Herstellung einer Suspension-Dispersion von Partikeln 
mit 1 bis 2 u^durchschnittlichem Teilchendurchmesser . Das 6-fache 
Volumen einer wassrigen physiologischen Kochsalzlosung, bezogen 
auf die Suspension-Dispersion, wurde zur Suspension-Dispersion 
zugegeben und durch zweimalige Trennbehandlung des Gemisches 
in einer Zentrifuge bei 3000 r.p.m. jeweils 10 min lang wurde 
das auf diese Weise hergestellte Liposom vollstandig von der 
Losung von 3 H-LH-RH , die in das Liposomenblaschen nicht auf- 
genommen wprden war, abgetrennt. 

Die Rate an gesamiaeltera 'H-LH-RH betrug 10 Gew.%. Nach Ein- 
stellen der Konzentration des 3 H— LH— RH auf 3,42 uCi/wl durch 
Zugabe einer wassrigen physiologischen Kochsalzlosung, wurde 
die erhaltene Losung zur Durchfuhrung der folgenden Versuche 
verwendet . 
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Versucti 1 

Das gewonnene Liposom bzw. das freie, im LIposom nicht ein- 
geschlossene 3 H-IiH-RH wurde jeweils subcutan einer mannlichen 
ICR-Haus mit 30 bis 32 g K6rpergewicht, wobei jede Gruppe von 
Versuchstieren aus 3 M^usen bestand, in einer Dosierungsrate 
von 0,34 jiCi/Versuchstier injiziert und der Gehalt an 3 H-LH-RH 
(ausgedrttckt als Menge des Radioisotope RI) im Blut jedes Ver- 
suchstiers wurde yon Zeit zu Zeit bestimmt durch Entnahme von 
jeweils 0,25 ml Blutprobe von jedem Tier in einera vorbestiiamfcen 
Zeitintervall, wobei nach der Behandlung der Probe mit einem - . 
Probe-Oxidationsmittel (hergestellt von der Packard Company) 
die Radioaktivitat mit Hilfe eines f Ittssigen Scinti<llations- 
zShlers festgestellt wurde. 

Die Ergebnisse der Bestimmungen sind in Figur 5 aufge£uhrt r 
wobei der Gehalt an 3 H-LH-RH in der Blutprobe nach 15 min 
ab Verabreichung als 100 angesetzt wurde.. 

Wie aus Figur 5 ersichtlich, wird das im BlSschen des erfindungs- 
gemaBen Liposoms eingeschlossene Hormon langsam im lebenden 
Korper freigesetzt. 

Versuch 2 - 

Das angegebene Iiiposom bzw- das freie 3 H— LH-RH wurden jeder 
mannlichen SD-Rate einer jeweils aus 3 Tieren bestehenden Gruppe 
subcutan injiziert und die Menge an im Urin und den Faeces 
ausgeschiedenem Radioisotop wuirde von zeit zu Zeit bestimmt. 
Die Verabreichungsdosis betrug 0 ,68 jiCi/Ver suchs tier und 
die ausgeschiedene Menge an Radioisotop wurde durch Scintillations 
zahlung der Probe nach dem Verdtinnen der Urinprobe mit destillier- 
tern Wasser auf 100 ml bzw. nach dem Trocknen der Faeces und 
deren Oxidation bestimmt. 
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Die erhaltenen Ergebnisse Bind In Figur 6 gezeigt, wobei 
die verabreichte Menge als 100 gesetzt und die ausgeschiedene 
Menge gegen die Zeit aufgetragen wurden. In den Faeces wurde 
kein Radioisotop f estgestellt 

Aus Figur 6 ist ersichtlich, daB das im erf indungsgemaBen 
Liposom eingeschlossene Hormon aus dem Liposora langsam in 
den lebenden K5rper freigesetzt wird. 

Versuch 3 * 
Das gleiche Liposom wie in den Versuchen 1 und 2 bzw. freies- 
J H-LH-RH wurde subcutan jeder mSnnlichen ICR-Maus mit einera 
K5rpergewicht von 30 bis 32 g jeder aus zwei MKusen bestehenden 
Versuchstiergruppe injiziert und die Restmenge an Radioisotop 
an der In jektionsstelle wurde zii bestimmten Zeiten nach der 
Verabreichung von 0,165 ^iCi bestiromt. Die Bestimmung der 
Restmenge an Radioisotop erfolgte in der Weise, daB der 
Injektionsbereich herausgenommen und in SOLUENE (Produkt 
der Packard Company) geltfst wurde, worauf eine Scintillations-* 
zahlung durchgef iihrt wurde. 

Die folgenden Ergebnisse wurden erhalten: Wie in Figur 7 
gezeigt, nimmt nach der Injektion von freiem 3 H-LH-RH die 
. Restmenge an Radioisotop RI beroerkenswert schnell innerhalb 
kurzer Zeit nach der Injektion ab, wohingegen, vie aus Figur 
8 ersichtlich , eine extrem langsame Verminderung erfolgt, 
wenn das Hormon in solcher Weise verabreicht w±rd# daB es 
im Blaschen des Liposoms eingeschlossen ist. 

Die Ergebnisse der Versuche 1 bis 3 lassen sorait die lang- 
saroe Freisetzung der im BlSschen des erf indiingsgem^Ben 
Liposoms eingeschlossenen aktlven Substanz klar erkennen* 
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